BIOCHIMICA

- MACROMOLECOLE INFORMAZIONALI —

LA BIOCHIMICA NEL TEMPO
- Pasteou®organismi viventi e processi
- 1887 Buchet®mostrano la fermentazione in estratti cellulari
- descrizione della glicolisi
- descrizione del ciclo di Krebs
- isolamento di frazioni mitocondriali
- sequenza amminoacidica di una proteina
- 1953>Watson e Crick: struttura a doppia elica del DNA
- anni 1966>Perutz: struttura tridimensionale di una proteina
- codice genetico
- tecniche di clonaggio di DNA
- progetto Genoma umano
- era post-genomica: genomica funzionale
- proteomica (espressione delle proteine nei singoli tessuti)

BIOCHIMICA ->studia e descrive la struttura, 'organizzazione e le tmziella materia vivente
in termini molecolari.
1- struttura chimica dei componenti
2- interazioni a dare complessi sopramolecolari e steitamplesse
3- estrazione dell'enel dallambiente
4- mantenimento dell'informazione, suo utilizzo e passaglipogenerazioni successive
5- crescita, differenziamento, invecchiamento
CAMPI della BIOCHIMICA
- biochimica strutturale
- studio del metabolismo (vie metaboliche e regolazione)
- biochimica dell'informazione genetica

BIOCHIMICA <—* BIOLOGIA MOLECOARE

- ricerca medica: patologia, nutrizione, fisiologia
- farmacologia

- microbiologia

- biotecnologie

- ambiente, ecc



ELEMENTI del CORPO UMANO:

ELEMENTO %

H 66
O 25.5
C 9.5
N 1.4

Inoltre sono presenti altri elementi in piccolectte come: P,S,Ca,Cl,K,Mg,Na,Co,Cu,Fe,Mn,Zn.

Enel di legame Kcal/mole Legami covalenti
~ 800 Si—O

~ 500 C—F

~ 400 C—H

~ 380 C—OH

~ 370 C—NH

~ 320 c—C

~ 250 C—l

~ 150 C—NO

Vi sono anche altri legami importanti tra i quali:
- legami H
- Forze di Van der Waals
- Interazioni elettrostatiche
- Legami non — covalenti

Il complesso sopramolecolaré un’insieme di proteine diverse che interagisconmtradon
legami deboli.

IL LEGAME H:

* Interazione tra un atomo di H legato covalentementegauppo donatore (&2H; =N—H)
ed una coppia di e- spaiati di un gruppo accettar(—; =\N—)

* Importante I'elettronegativita dell’atomo del gruppo donatore:
F(4)>0(3.5)>N(3.0)>C(2.5)>H(2.1)

* Il legame H ha un parziale carattere covalente e I'dnegame € di ~ 20kJ/mole

« E altamente direzionale (orizzontale, nuclei parialie si presenta qualche angolatura I'enel
diminuisce)
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lunghezza legame H

LUNGHEZZA del LEGAME H : distanza tra il nucleo del donatore e quello dell'eccetiom).



La lunghezza per far si che tra un atomo di O e diddes un legame debole (Van der Waals),
occorre una distanza di 0.26nm mentre x gli altri casi:

Donatore------- Accettore Lunghezza legame Commenti
--O—H------- O/—/FI 0.28 £0.01 NellH,0
--O—H-------0O=C= 0.28 £0.01 Tra HO e altre molecole
=N—H-------O—H 0.29+£0.01 Tra HO e altre molecole
=N—H------- O=C= 0.29+£0.01 Proteine e acidi nucleici
=N—H-------N= 0.31 £0.02 Proteine e acidi nucleici
=N—H-------S= 0.37 Relativamente raro

- /oi - DIPOLO

Ciascuna molecola diJ® puo formare 4 legami H con una media di 3.4 legami H lecoda e
nell'acqua liquida si formano e disfano continuamergeana, mentre quando 4D e solida si
formano 4 legami.

RUOLO DELL'H >0 NEI SISTEMI BIOLOGICI >
Proprieta del’HO:
- punto di fusione 0°C
- punto di ebollizione 100°C
- densita massima a 4°C = 0.997
- alta viscosita, tensione superficiale, coesione
- elevata costante dielettrica (78.54 ~ 80)
- elevato calore specifico
- comportamento come solvente: moleddi®file, idrofobiche, antipatiche
- forma legami H coi soluti
- intergaisce elettrostaticamente coi soluti carichi
- gas polari poco solubili in # (Nz; CO;; Oy)
- le molecole non polari tendono ad unirsi per attrazidrefobia
- le molecole polari vengono idratate
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L’H ;0 presenta una struttura ordinata e stabile a CLATRATO
Le molecole idrofobiche diminuiscono 'entropia

INTERAZIONI DI VAN der WAALS:
- sono importanti se in gran numero
- enel di legame di ~ 4kJ/mole
- ladistanza tra i 2 nuclei deve essere = alla sommaaggi di Van der Waals
- se 2 atomi sono legati covalentemente il raggio € maino
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INTERAZIONI CARICA — CARICA:
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Le molecole antipatiche presentano una parte idrofobimaddrofila.

GLI EQUILIBRI IONICI:
[l comportamento di tutte le macromolecole dipende dédi sli IONIZZAZIONE

H,O + O «— H;O' + OH (ione idronio e ione ossidrile)

HO « [H+][|zo[o ]H'] = Keq = 1.8 x 18°
\A
55.5 M

55.5* 1.8 x 10° = 1 x 10** M? =Kw = [H*] [OH ] (prodotto di ionizzazione dell'acqua)
pH = -log[H"]

ACIDI — BASI — SOLUZIONI TAMPONE:

Acido->donatore di H

Base>accettore di H

Acido (e base) debol® AH «——» A’ + H'; la costante di dissociazioneka=[A] [H]
[AH]

pKa = -logKa

EQUAZIONE DI HENDERSON — HASSELBACK:

pH = pKa + log[AT]
[AH]

PKa = al valore di Ph per il quale si ha chg FA[AH]

Se K e > 1 allora la sostanza e fortemente dissociata

Se K e < 1 allora la sostanza € debole cioé india&oci

Quando K & = 1, ovvero quandoTA 1, allorapH = pK
[AH]

AH<e—» A +H'

AH" > A+ H
Una base coniugata carica’Ai idrata prima di (A)

Ka=[A][H'] [H]=Ka*AH -log[H] = -logKa + log_A
[AH] A AH

L’H 0 fa da schermo alla riassociazione, se si abbassstiante dielettrica (con solventi organici),
il pK si alza e I'acido diventa + debole (si associa)

AMMINOACIDI e PROTEINE:

Il p.I.>valore di pH a cui la molecola ha carica netta = 0: b
2



A pH elevato la proteina € solubile (deprotonata; solo lvamegative)
Al punto isoelettrico si hanno aggregati proteici +

A pH basso la proteina é solubile (protonata; caricheipe)psi

FUNZIONI BIOLOGICHE
Enzimi e proteinedi:
- trasporto (membrana, ormoni)
- riserva (piante, cotiledoni, ecc.)
- contrattili (muscoli)
- strutturali (struttura cellulare)
- difesa (anticorpi)
- regolatrici (ormoni)
Oligopeptidj polipeptidj proteine
Gruppi prostetici

La funzione di una proteina dipende dalla sua sequenz@eaafondamentale x la sua struttura
tridimensionale e funzioni:

- proteine con funzioni diverse hanno sequenze diverse

- proteine mutate malattie genetiche

- proteine funzionalmente simile da specie diverse hanno rszgsenili

- 20 — 30% delle proteine umane sono polimorfe

Il p.m. della proteina & = alla somma gein. degli aa (che di media e ~110)

Il citocromoé una proteina presente in tutti gli organismi (nell’'uaraomitocondri) e alcuni aa
sono mutati ma altri sono rimasti = perché sono foreadaali X svolgere la funzione.

STRUTTURE delle PROTEINE:
1) primaria
2) secondaria
3) terziaria

4) guaternaria

1) struttura primaria >
la sequenza va dall’'N-terminale al C terminale

AA non —polari | GLY — ALA—- VAL —LEU - ILE — PRO

AA polari SER - THE — CYS — MET — ASN — GLN
AA aromatici PHE - TYR - TRP
AA positivi LYS — ARG — HIS

AA negativi ASP — GLU




Gli aa esistono in natura per la maggior parte netiadd. — aa

| peptici=>reazione endoergonidG = 10kJ/mole) si ha I'eliminazione di una molecolélgD; il
legame avviene tra il gruppo amminico di un aa e il gruppasailico del secondo aa.

Le proteine potrebbero idrolizzarsi solo in presenza diatalizzatore.

Il legame peptidico é planare e ha carattere di doppionegaha un parziale carattere polare.

SCHELETRO dei PEPTIDI >
Secondo Pauling i requisiti dei polipeptidi sono:
- lunghezze legame e angoli fisse
- 2 atomi non possono awvicinarsi + del raggio di Van dealgva
- legami non covalenti stabilizzano la struttura (legBini
- alfa—elica
- foglietti — beta

2) struttura secondaria>
ALFA — ELICA:
- destrorsa (dal basso verso l'alto in senso antigrario
- 3.6 residui per giro
- 13 atomi x giro
- passo per residuo (distanza tra 2 residui sullasse): 1.5 A
- passo per giro: 5.4 A (3.6 * 1.5)
- rotazione x residuo: 100°
- unita ripetitiva: 18 residui
- tenuta insieme da legami H tra 'ossigeno del gruppo carbomll’N del gruppo amminico
- legami H paralleli al’'asse dell'elica
- carattere dipolare (cariche residue +:NHcariche residue -: COO)
- le catene laterali sono all’esterno dell’elica

C—C—N—C—C—N—C—C—N—C—C—N—

|l I I I I
R1 O R2 R3 R4 H

N— 7
—

STABILITA’ ALFA — ELICA:
- sequenza aa
- interazioni tra catene laterali degli aa (residuid@r e residui carichi +destabilizza
- forma e dimensioni catene lateralisturbi
- interazioni tra catene laterali spaziate di 3 aa a étabile o no a seconda de) R
- presenza di residui di PROLIN@estabilizza

L’alfa — elica antipatica presenta una meta idrofobigtndrofila, inoltre puo ripiegarsi grazie a
deiloop e assumere anche delle struttmeed — coil

FOGLIETTI — BETA:
- legami H giacciono sul piano del foglietto
- le catene laterali Runa volta sopra e una volta sotto il piano alternatéste
- filamenti antiparalleli o paralleli
- nei filamenti antiparalleli possono esserci ansef{l® cambiare direzione) o alcuni gruppi
C=0 e NH non fanno legame ma interagiscono cos(’H



- nei filamenti antiparalleli i legami H sono linean;quelli paralleli sono obliqui

MOTIVO ->e una struttura supersecondaria
- elica - loop — elica
- mano E — F (E — F hand)
- il Ca"" silega con aa ASP — GLU — gruppo C=0 del loop
- nella proteina a cui € isolata questa strutksa e 6° elica (E e F)
- struttura a forcinah@arpin — structurg con filamenti antiparalleli
- struttura a chiave greca (filamenti antiparalleli)
- beta — alfa elica — beta

| MOTIVI -semplici combinazioni di pochi elementi di struttura 2° gon specifico

arrangiamento spaziale.

LOOP: struttura con + di 2 aa e mobile
BETA — TURN: struttura rigida e definita

GERARCHIA STRUTTURALE :
- struttura primaria (sequenza aa)
- struttura secondaria (alfa — elica; beta — sheet) loop
- struttura supersecondaria (motivi semplici)
- struttura terziaria (domini compatti formati da diver®tivi)

- struttura quaternaria (diversi peptidi con diversi doroire interagiscono tra di loro)

Dominio: unita fondamentale di struttura terziaria; una cafergarte di essa) che puo
indipendentemente ripiegarsi in una struttura terzgtahile. Sono unita funzionali
Proteine fatte da 1 o + domini ad esempio nella sintesgidi grassi si ha 1 proteina con 7 domini

(nei mammiferi) e 7 proteine con 7 domini (nelle piante)

COME PREVEDERE la struttura dalla SEQUENZA:

Alfa — elica

ALA-CYS-LEU-MET - GLU —GLN —HIS-LYS

Beta — sheet

VAL —ILE -PHE -TYR -TRP - THR

Ripiegamento

GLY — SER — ASP — ASN — PRO

COME un peptide puo assumere la sua forma 302 scritta nella sequenza aa. Se si denatura e
poi rigatura>nella sequenza aa c’e I'informazione x raggiungerertada3D. La struttura puo
essere assunta grazidegami H legami ionicj interazioni di Van der Waals

Una proteina passa dallo stato disordinato ad uno ordinatuips&rha un aumento di ENTROPIA.

PROTEIN FOLDING:
- AG = AH-TAS
- aumenta l'ordine nella struttura della proteina
- l'entropia diminuisce

- quindi occorréAH negativo o un altro aumento di entropia

- AH e negativo se hanno luogo interazioni favorevoli tegpgr della proteinainterazioni

elettrostatichgponti salini, pH)jegami H intermolecolariinterazioni di Van der Waals
la sfavorevole entropia del folding € compensata ddtiboimo favorevole dell’entalpia
effetto idrofobice> porta ad un aumento dell’entropia complessiva del sisteoia{pa +
H.0)




1900~>riscoperta di Mendel
2001>sequenziamento genoma umano:
- FASE 1: teoria cromosomica dell’eredita
- FASE 2: basi molecolari dell’'eredita
- FASE 3: decifrazione del codice genetico
- FASE 4: decifrazione geni e menoma

GENOMA —>insieme dell'informazione genetica in una cellula

PROGETTO INTERNAZIONE GENOMA UMANO:
Obiettivi principali:
- mappe genetiche e fisiche dettagliate
- individuazione di tutti i geni umani (50 — 100000)
- sequenziamento completo del menoma umano (3 miliapdididi basi o 3000 Mb;
Mb=mega base — pair)
- definizione aspetti etici, sociali e legali
Obiettivi collaterali:
- mappatura e sequenziamento di organismi modello &@®eli, Saccaromiches cerevisae
arabidopsis thalianaC.elegany

PREMESSE ESSENZIALI:
- investimenti (centinaia di milioni di dollari/anno)
- costituzione di organismi internazionali

AVANZAMENTI TECNOLOGICI:
- chimica>sequenziamento e sintesi del DNA
- ingegneria>sequenziatori automatici, robotica
- informatica>banche dati, algoritmi
- biologia molecolar® marcatori molecolari, vettori di clonazione, sistemirasformazione

GENOMI SEQUENZIATI:
599 virus e viroidi; 205 plasmidi; 185 organelli; 31 eubatterrchea; 1 fungo; 2 animali; 1 pianta

CARATTERI GENERALI GENOMA UMANO:
- 22 coppie di cromosomi omologhi + 1 coppia di cromosomusdisX e Y)
- complessita3200Mb (1 Mb = 1 milione di base — pair)
- 30 -40.000 geni che codificano prodotti proteici
- dimensioni medie di un gene: 30.000 Bp (base — pair) di tuigaodificante
- /3 del menoma & trascritto
- solo 1.5% codifica per proteine

classificazione gerarchica in precise categorie tassimhe
VARIABILITA’ (per caratteri morfologici, fisiologici, comportamendali

Riconoscimento singoli individui



Caratteristiche che consentono l'attribuzione a peeci
categorie tassonomiche

MANTENIMENTO
ATTRAVERSO LE (differenze dovute in parte all’'ambiente e in parte eredijarie
GENERAZIONI
Caratteristiche che consentono il riconoscimentandi
individuo da un altro

La capacita di trasmettere le proprie caratteristib®giche risiede ne MATERIALE GENETICO
Occorrono pero requisiti essenziali x rispondere allaifunez
- contenere tutta I'informazion
P} DNA

- replicarsi esattamente
- avere una struttura stabile

Il materiale genetico quindi e il DNA che contieneftirmazione e tutte le caratteristiche
dell'individuo e ne assicura la trasmissione che avvésimenda 2 meccanismi:
- lamitosi=>da uno zigote a tutte le cellule e si hadstanzadel DNA in tutte le cellule
- lameiosi>da una generazione alla successiva e sirf@sgorbimentayenetico: gamet

struttura
l organizzazione
struttura
replicazione q GENI funzione
A
l[rascTizion
EFFETTI RNA; mRNA regolazione

AMBIENTALI /
l[raduTzion

PROTEINE
metabolism
fisiologia

FENOTIPO




ESPERIMENTO di GRIFFIN 2>virusR e S

AVERY, Mc Lead, Mc Carthy >frazionamente>estratte>ac. Nucleici>solo frazione
contenente DNA>trasformazione: AVIRULENT® VIRULENTO; controprova: estratto +
proteasi + Rnasreffetto invariato; estratto + Dna3non + efficace; interpretaziofeDNA induce
mutazioni specifiche ed é il materiale genetico.

ESPERIMENTO di HERSHEY e CHASE->batteri su terreno radioattivo x dimostrare che il
DNA é il materiale ereditario.

AG =AH - TAS
SeAG ¢ negativo la proteina passa dallo stato disordinato athtwdi

NUCLEAZIONE ->formazione iniziale di segmenti ad alfa — elica e betheet (denaturata)
CONSOLIDAMENTO -»strutturale e ripiegamento 3°
RIARRANGIAMENTI ->finali, proteina nativa.

COMPONENTI ACIDI NUCLEICE
- polimeri
- monomeri sono i nucleotieh # # zuccherq(ribosio)
- labasee legata at"1
- i gruppi fosfatcsono in posizione — 3
- nucleotid=>DNA e RNA
- NUCLEOSIDE ->base + zucchero (non c’e il fosfato)
- 1 DNA €& un eteropolimero
- Ribosio/desossiribosio = pentosi in cuicl si attacca laaseg il C2 e la differenza tra
ribosio (H) e desossiribosic(H); il C3 e CSlegano ilP

BASI AZOTATE:
PIRIMIDINE -
- anello eterociclico di atomi C e N
- citosina (DNA — RNA)
- uracile (RNA)
- timina (DNA)
- 1 sito di legame tra base e zucchero
- 3 siti di legame tra base e base
PURINE—>
- 2 anellifusidi 5 e 6 elementi
- adenina: 2 legami H
- guanina: 3 legami H

POLIMERIZZAZIONE:
- legame fosfo — diesterico
- zucchero — fosfato — zucchepmssatura della catena polinucleotidica
- 3 gruppi fosfato: alfa; beta; gamma
- il gruppo P alfa si lega al C3 del nucleotide gia stato iraratp
- e presente unucleotide trifosfatgerché occorre enel x la polimerizzazione e lipera P—P
(pirofosfatg
- il P alfa fa da ponte ai 2 pentosi

ROSALIND FRANKLIN->
- cristallizzazione del DNA
- analisi di diffrazione del DNA a raggi X




- elica destrorsa
- passo di 3.4 A (1° = 1x1¥§ m)

PRESUPPOSTI WATSON e CRICK 953)>
1) caratteristiche fisiche dell’analisi di rifrazioneraggi X
2) regola di Erwin Chagraff: -
- la quantita delle diverse basi non € fissa (in spee@ sk si hanno proporzioni diverse)
- rapportopurine/pirimidineé sempre ~ =1
- rapporto A/T e G/C € sempre = 1

STRUTTURA>
- antiparallela
- ossatura P—zucchero
- legami tra basi complementari
- ilegamitra le basi sono legami H

CONSEGUENZBE>
1) ipotesi meccanismo direplicazione
2) chiave di lettura sulla natura molecolare dell'informaeigenetica
- sequenza di basi
- meccanismi di variazione
- ricadute metodologich#2ibridazione molecolare

MODELLI DI REPLICAZIONE:
1) semiconservativo (no — rottura elica)
2) conservativo (no — rottura elica)
3) dispersivo (I'elica si frammenta)

ESPERIMENTO di MESELSON e STAHL (1958)
Il modello giusto é quello semiconservativo

MECCANISMI DI REPLICAZIONE:
dogma centrale
1) igeni siperpetuano come sequenze di acidi nucleici (DNRNA)
2) la loro funzione é attraverso la produzione di proteine
- struttura
- funzione
- sviluppo dipendono dal tipo di proteine
- riproduzione
occorrono:
- precursor nucleotidi trifosfato

- DNA stampo
- Proteine>enzimi che catalizzano la sintesi

523’ replicazione e trascriziong

La POLIMERIZZAZIONE avviene in direzione 33’
| precursori sono i nucleotidi trifosfato
Occorre un nucleotide con un OH in 3’ libero



REPLICAZIONE
1) DNA da replicare
2) Precursori: nucleotidi 3P
3) ENZIMI direplicazione:
- dna — polimerasi>sintetizzazano DNA ex-novo; complessi enzimaticndiavari tipi;
altre attivitd enzimatiche (controllo)
- enzimi che mettonola dna — polimerasi in condizioni di operare
- enzimi che completano l'opera

PRODUZIONE DI TERMINAZIONE 3'OH

Un enzima inizia a sintetizzare una piccola sequenmadeotidi da un elica del DNAvengono
fatti piccoli RNA tramite ladna — primasi:

[l PRIMING —>inizio replicazione>elicast separa le 2 liche in modo che i legami H non si
riformino.

Siccome il DNA a singola elica & debole, occorrono dedidicolari proteinesingle strand
binding proteins che tengono aperto il DNA.

Dopo cio arriva la DNA-PRIMASI.

Nell'elica leadingla polimerizzazione procede fino in fondo

Nell’ elica laggingframmenti di OKASAKI

Dopo occorre eliminare il primer e unire i pezzi trantatdna — ligasi

REPLICAZIONE DEL DNA
- meccanismo molto accurato
- selezione del materiale
- svolgimento del DNA
- sintesi
- controllo di bozze (senso opposto: d®3" a 3'>5’)
- ricadute metodologichestrumenti di manipolazione (amplificazione,sintdshazione)

ORGANIZZAZIONE DEL DNA:
Cromatina = DNA + proteine

CARATTERISTICHE CHIMICO — FISICHE ACIDI NUCLEICI
- assorbanza luce UV lunghezza 260nm
- proteine max assorbenza a 280nm
- rapporto: O.D. (optical density) 280/26®< 1.8: + bassa € meglio

DENATURAZIONE DEL DNA:

- da doppia elica a molecola di singola elica (random coil)

- calore>aumento di P dissociazione delle eliche e + alcali forti

- temperatura di MELTING (Tm) —>punto di mezzo della T per la denaturazione

- denaturando il DNA aumenta I'assorbanza

- non tutti i DNA hanno la stessa Tm perché il legame C(€G G) ha + legami H e quindi
la Tm € maggiore

- i DNA->RINATURAZIONE (dipende dalla lunghezza e dalla concazione) formazione
dei legami tra basi complementari

METODO DI SANGER
SINTESI PROTEICA
RIBOSOMI



SINTESI PROTEICA

DNA->trascrizione> RNA->traduzione> POLIPEPTIDE

tRNA:

adattore

singola elica a forma di trifoglio x appaiamenti imi@ecolari
anticodone

sito accettare dell'aa in 3’

aa legato covalntemente

RIBOSOMI:

2 subunita = 70S (- Mg+ Mg'") «—>50S e 30S
siti della traduzione
particelle con rRNA e proteine ribosomiali
coefficiente di sedimentazioneSVYEDBERG (S) che dipende da massa e forma
> massa > tasso di sedimentazione > S
alti e lunghi 200 A
2 tRNA all'interno
la subunita + piccola interagisce con 'mRNA; popssiziona la subunita superiore con 2
siti attivi X la tRNA; la lettura procede da SINISTRAD&ESTRA ” ;le?2
subunita si dissociano e si libera 'mRNA che puo edsadwetto + volte e poi degradato

TRASCRIZIONE

1 elica di DNA funge da stampo x RNA

RNA sintetizzato ha sequenza = alla complementare

Elica STAMPO->RNA

Elica CODIFICANTE —>sequenza = al’'RNA prodotto

L’enzima>rna — polimerasi (5> 3’)

| tipi di RNA->TrRNA; tRNA; mRNA; smRN&mall o piccolo RNA che codifica il segmento
d’'innesco per la replicazione: il primer)

RNA POLIMERASI

la trascrizionerna — polimerasi

€ un complesso enzimatico

interagisce con altre proteine detti fattori trasoriaili
un tipo di RNA — polimeraskun tipo di RNA

DNA dipendenti

Rna — pol 1I>rRNA

Rna — pol 22mRNA

Rna — pol 3>tRNA e sRNA

DEFINIZIONI:
- elica codificanteo “senso” (coding strané)stessa sequenza mRNA 5'p OH 3
- elica stampoo “antisenso” (template strarétdirige la sintesi del'mRNA mediante
appaiamento delle basi complementari 3'OH p5’
- mRNA->molecola stampo x sintesi proteica
- rapporto lineare mMRNA — peptide 5'p OH3’ e Nid-------------- COOH
MRNA:

+lungo della proteina
presenta pezzi che non vengono tradotti



NUCLEOTIDE + I>nucleotide sull’elica codificante che € il 1° NT dedlequenza mRNA
e costituisce lo STARTPOINT

La sequenza prima dello STARTPOINTegolazione del gene x trascrizione ed e detta
PROMOTRICE

UPSCREAM>a monte: il promotore

DOWNSCREAM>a valle

La posizione vicino allo STARTPOINPPROSSIMALE e man mardDISTALE

In posizione DISTALE a vall®segnale> TERMINAZIONE

RNA maturo € + corto della sequenza del gene che lo codifica

Ibridazione gene — rAAci si aspetta una doppia elica ma avanzano porzioni luaache
singola elica

ESONI->sequenze trascritte e tradotte

INTRONI > sequenze trascritte ma non trodotte perché vengonmatamel nucleo con lo
SPLICING

Alla terminazione dellmRNA>tanti AAAAAAAAAA —>coda di poly (A) inserita dopo la
trascrizione: POLY(A)TAIL; solo mRNA e indica lartainazione

5’CAPPING—>dopo la trascrizione: aggiunta di una G terminale in ®iiazione opposta;
legame trifosfato 5'—5’; diversi gradi di mutilazione (@olbcapping); ad opera della
guanilin — transferasi

TRASCRIZIONE >POLY(A)TAIL >CAPPING->METILAZIONE ->SPLICINGG

- CINETICA ENZIMATICA —

ENZIMI :

CATALIZZATORI »>aumenta la V di una reazione chimica senza subire tragfoni
durante l'intero processo

PROTEINE>gli enzimi sono proteine di struttura 3° o talora 4°
SUBSTRATO>sostanza su cui agisce I'enzima [S]

INALTERATO nel processo e NON influiscono sull’equilibrio dellaz®mne ma ne
aumentano la velocita

ALTAMENTE SPECIFICHun enzima é specifico per un substrato

TAMPONE-> mantengono costante il pH del sangue:

CQ + HO«—» HCOze——» H + HCO; (H.COs HCOs)

NUMERO DI TURNOVER>nN® di molecole di S trasformate in Plirsecda 1 molecola di
E quando é nelle migliori condizioni (saturato)

NOMENCLATURA — CLASSIFICAZIONE :

nome del substrato asi
4 numer>codice
6 classi:

Ossidoriduttasi
Transferasi
Idrolasi

Liasi

Isomerasi
Ligasi

OO~ WIN| -




STRUTTURA:

1 o + proteine globulari

possono funzionare tal quali (solo struttura proteicgglo conCOFATTORI (ioni
metallici 0 molecole organiche)

OLOENZIMA = APOENZIMA (enzima solo proteicoy COFATTORE

\—> Proteina contaga

COFATTORI ORGANICI 0 COENZI MBNAD, FAD, ATP, CoASH

SITIATTIVI

I'enzima si lega al substrate E-S (complesso ATTIVATO)

il S sitrasforma in P e I'E diventa libero

E+S&—>» ES—» E+P

E é + grande di-Ssolo alcuni regioni dell'E sono catalitiche

SITI CATALITICI 0 ATTIVI —>struttura 3° della proteina e i residui amminoacidici
responsabili dell'attivita sono: -OH; -SH; -NHCOOH; e quelli in grado di fare ponti H

la > parte degli aa degli enzifafavoriscono TORIENTAMENTO E-S

MODELLO di FISCHER>chiave — serratural’E ha conformazione rigida complementare
a quella del S

MODELLO dellADATTAMENTO INDOTTO->lavvicinarsi di S a E modifica la struttura
di E (in modo reversibile) e migliora la reciproca raheza

ATTIVITA" ENZIMATICA e PARAMETRI REGOLATORI

azione catalitica dell'enzimscelta del percorso con < Eatt. (enel di attivazione)
fattori chimico — fisici che influenzano l'azione catiak dell'enzima sono:

- DIs]
- 2)[E]
- 3)pH
- AT
- 5) inibitori
- 6) attivatori
1) [S]:
- dipendenza della V di reazione dallaz8fuazione di Michaelis-Menten: = Vmax*[S
Km + [S]
- alla Vmax tutti i siti sono saturati
- Km (costante di Michaelisp[S] alla quale la V di reazione &% Vmax
-~ affinita dellE nei confronti di S
—~>valori piccoli di Km>E alta affinita per S
2) [E]:
- proporzionalita diretta tra V di una reazione enzimdtidanzione di [E]
3) pH:
- modificazione della dissociazione dei residui aa dEBATTIVO (la sua forma) e della
dissociazione dei gruppi del substrato (il suo riconosuiao)e
- pH OTTIMALE di funzionamente 4 — 9
4HT:
- unaumento di T (temperaturagrescita esponenziale della V di reazione di un enzima
senza pero raggiungere la DENATURAZIONE
5) INIBITORI:

rallentare la V di una reazione enzimatica e possesere IRREVERSIBILD
REVERSIBILI




- INIBIZIONE IRREVERSIBILE _->le molecole dell'l si legano irreversibilmente aiides
del sito attive®E-I: E+1+S* > E-|+S

S E+P

- INIBIZIONE REVERSIBILE —>pu0 essere COMPETITIVA NON-COMPETITIVA

- INIBIZONE REVERSIBILE COMPETITIVA>molecole di S e | sono strutturalemente
simili e competono per legarsi reversibilmente al aitwo:
E+S&—>» E-S——> E+P

+
| <—> E-4 T

- INIBIZIONE REVERSIBILE NON-COMPETITIVA~>Ile molecole di | possono legarsi con
E o ES in un sito diverso da quello catalitialosterico>deformazione dellenzima e S
interagisce + difficilmente con E. In questo caso indd@sntemente da [S] la V di reazione
si abbasséE + S«——» E-S—» E+P

1

REGOLAZIONE OPERATA DA ENZIMI
ENZIMA REGOLATORE~>opera su una tappa irreversibile e fra le prime di ungssic
metabolicoA —» B+—» & —> P

Ea E. B
—appa
- _/
Y
processo
SITO ATTIVO
ENZIMI ALLOSTERICI->proteine 4° che han SITO ALLOSTERICO in cui si

inserisconanodulatori positivi 0 negativi del sito attivo catalitico e lolsle&zzano.

Se sono regolati da modulatori diversi d@ BNZIMI AD EFFETTO ETEROTROPO

Se sono regolati da modulatori uguali acbENZIMI AD EFFETTO OMOTROPO

Un esempio di REGOLAZIONE ALLOSTERICA OMOTROPAInibizione retroattiva (feed-
back) in cui il P di una sequenza metabolica inibiscadize del primo E della sequenza stessa:
A—> B&—> @E—> P

v

EFFETTO COOPERATIV®I'entrata di una molecola di S in una subunita faclléatrata delle
altre e viceversa:

- <[S]laV direazione cresce lentamente

- [S] intermedia, piccole aggiunte d&rande aumento della V di reazione

- >|[S] laV direazione diventa costante e = alla Xma

- la curva da iperbole diventa percio sigmoide




- MIOGLOBINA ED EMOGLOBINA -

Mb - proteina di immagazzinamento di O
Hb—>proteina trasportatrice diO

TRASPORTO e IMMAGAZZINAMENTO di O

Hb e Mb: immagazzinamento e trasporto dH&metabolismo aerobice assicurare apporto dp,O
- Eliminare gli scarti (GD

Hb: proteina trasportatrice che legad'@ei polmoni o branchie e lo distribuisce nei tessuti

Mb: proteina che serve ad alcuni tessuti che hanno bisogrardii riserve di @

Mb —>singola catena polipeptidica ripiegata attorno admuppo prostaticoEME > sito legame @
Hb—>proteina tetramerica con le catene simili alla Mb

MECCANISMO di LEGAME con O 3

- legare Q

- impedirne l'ossidazione

- rilasciarlo in risposta a specifiche richieste EME
SITO di LEGAME per O »: —

- al centro di un anello tetrapirrolico defimtoporfirina IX >Fe**

- il Ferro porfirinico>colore rosso del sangue
L’EME é legato non — covalentemente alla Mb o Hb accomadatoa tasca idrofobia

- il Fe->6 ligandi 4 con gli atomi di N; 1 con His F8 (prossimale) e & Efis E7 (distale)

- His E7T—O,—Fe(emerHis F8
Hb e Mb—->protezione di un metallo in grado di legare @a dall’ossidazione irreversibile
ANALISI LEGAME O , dalla Mb:

- Mb: lega Q rilasciato dall’Hb nei vasi e capillari arteriosieeNIb lo rilascia agli organuli

- Legge di HENRY la [ ] di un gas disciolto in un liquido & proporzionall P parziale di

guel gas sopra al liquid®

- 0 =frazione di siti di Mb legati all' @e dipende dalla [€) = dalla PQ dell'ossigeno libero

Mb + O, «—» MbQ

K =_[MbO,]_ 2[MbO,] = moltiplico e divido per 1/K
[Mb][O] |
0=_ 2> 0= _ 2 _ 2> KOG =2 [0 =2
[Mb]+ 1+K[Q] 1/K+[O]
> [0 26=_PO,
[02]7:4[0] Pso + PO

- Psp bassa = alta affinita della Mb per O

TRASPORTO DI O3: Hb:
LEGAME COOPERATIVO e ALLOSTERIA :
Hb—>accettare efficacemente @lla PQ nei polmoni (~100 mm Hg)

—>cederne una frazione ai tessuti &PC30-40 mm Hg

—a < PQ: la proteina si comporta come se legassen@to debolmente e man mano che,I'O
aumenta> affinita— * interazione cooperativiioccupazione dei primi siti aumenta
I'affinita all’O , per gli altri siti

—>comunicazione reciproca tra i siti di legatn8UBUNITA' di proteina MULTIMERICA (Hb)




—>struttura tetramerica

—lega 4 Qin 4 siti simili a Mb

—>grafico di HILL: quando I'Hb inizia a legare,@ grafico di Hill ha pendenza = 1 (bassa
affinita; alta Ro) e viceversa. Misura del grado di cooperativitioefficiente di Hill: ny—>
ny=1: lega in modo non cooperativo
1<ny<n: proteina cooperativa
ny=n: completamente cooperativa

—1l legame cooperativo dell'Sdal’Hb—> effettoallosterico: O, su un ligande influisce su
altri ligandi

VARIAZIONI della Hb che ACCOMPAGNANO il LEGAME dell_O.:
Hb—>2 catenex e 2 caten@ (a232); i legami + forti sono tra e 3
—>i gruppi EME sono in prossimita della superficie ma nomviano all'altro
- l'ossigenazione>una coppiai-3 ruota e scivola rispetto all’altrale catendd + vicine tra
loro e si crea un restringimento della cavita
- latransizione dadeossiHba ossiHb> spiega la cooperativita del legame

EFFETTI DI ALTRI LIGANDI sul COMPORTAMENTO ALLOSTER ICO dell’Hb:
- quando @é consumato nei tessttCO, che deve essere allontanataausa un
abbassamento phegli eritrociti secondo la seguente reazione:
- CO; + H:Oe——» HC@ + H' (anidrasi-carbonic
- in deficit di G, nei muscot>acido lattice>abbassamento pH
- < pHin vasi e tessu#t> apporto di @FEFFETTORI ALLOSTERICI
RISPOSTA ai CAMBIAMENTI di pH: TEFFETTO BOHR

- caduta di pH><affinita del’Hb per 'G—>> rilascio delle ultime tracce digpresente
S— _—

- EFFETTO BOHR
- Hb*40; + nH'«—» Hb*nH + 40,

- gli H" spostano I'equilibrio a destra perché promuovonaaiscio di Q
- quando si ha ossigenazione nei polmrilascio di H->equilibrio verso sinistra inoltre gli
H* liberano il bicarbonato disciolto nel sangue invertendedaione: la C@puo quindi
essere espirata
IL BISFOSFOGLICERATO :
- H" e CQ~>effettori che facilitano lo scambio di@ CQ in modo veloce nel ciclo
respiratorio
- Un altro effettore allosterico € il 2,3-BP&liminuisce I'affinita dellHb per I'Q e favorisce
'adattamento a < pressione di O
- Silega nella cavitéra le caten@ instaurando interazioni allosteriche con i gruppi +
|, + stretta nella OSSIHB2,3-BPG non puo adattarsi

- > contenuto di 2,3-BPG negli eritroeiit stabile la struttura deossiHb
HbF->emoglobina fetale con catepéayy,) + affine all'Q,; < affinita per il 2,3-BPG

IMMUNOGLOBULINE
LA STRUTTURA degli ANTICORPI :
- 2 catene pesanti e 2 leggere legate le une alle altnecsdndisolfuro




- in ogni caten&domini costant{= in tutti gli Ab di una stessa classe) e domiraoiabile
(le variazioni della sequenza aa di questo dominio coonteressagli Ab divresi tipi di
specificita)

- sito di legame per I'antigereestremita terminale dei domini variabili e coinvolgesidui
aa delle regioni variabili sia delle catene pesanti clo@elle leggere

- DOMINI COSTANTI di CATENE PESANTI nella base della feoola a forma di Y
servono a tenere unite le catene e fungono da effetignalando ai macrofagi nel sistema
circolatorio di attaccare particelle o cellule maecatediante un legame di un anticorpo.

Antigen binding sites ——
Ve Variable region o |
.~ on heavy
_chain

Light _ + ' Variable region
i /e M on light chain
chain icdifide Afet] | ) '9 |
bridges § \ Constant region
. on light chain
Heavy chain ‘e Constant region

""" on heavy chain

TEORIA DEL METABOLISMO

La GLICOLISI :
- processo metabolico
- awviene nel cervello e tessuto nervoso, muscolo, migodlal rene, eritrociti
- nel citoplasma
- ad opera di enzimi
- I'esokinasie inibita dal suo prodotto: G6P
- lafosfofruttokinasil € inibita dal’ATP e dal CITRATO; 'ADP invece ¢ stinaoite
- lapiruvatokinasi e attivata a valle se la [F1,6BP] e alta
- & meglio regolare I'enzima di una reazione irre\miesi
- 10 tappe in 2 fasi (la Binvestimento di ATP; la 2>produzione di ATP)
- nella tappa 6 INAD" viene recuperato con farmentazioneo con lacatena respiratoria
- da 1 molecola di glucosi®2 molecole di piruvato
- guadagno nettet ATP
La DECARBOSSLAZIONE del PIRUVATO :
- eliminazione di una molecola di GO
- enzima irreversibilepiruvato deidrigenasi
- utilizzo di COASH-> ScoA—Acetil (Acetl CoA)
Il CICLO di KREBS:
- processo metabolico
- nei mitocondri



- ad opera di enzimi
- Otappe
- glucosio ossidato a 6GO
- guadagno netta24 ATP
- il piruvato €& inibito daAcetilCoA; NADH; ATP; e attivato dalADP
- l'alfa-ketoglutarato €& inibito d&ADPH e attivato dalADP
- il sucinilCoA e inibito daNADH
- l'ossalacetato €& inibito d&JADH
- le USCITE del CICLO di KREBSono:
1) isocitrato>acidi graSS| steroli
2) alfa- ketoglutarato4_ acido glutammi2diversi aa (x transaminazione)
3) succmﬂCoA%eme clorofilla
4) ossalacetato_, aspartato (x transaminazione)
Le REAZIONI ANAPLEURICHE (di riempimento):
1) piruvato — carbossilasica tramite I'enzimapiruvatocarbossilasiOccorre HC@ + ATP e
il coenzimabiotina per legare la CO(grazie ad ATP) e la trasferisce sulla molecola del
piruvato
2) pep — carbossilasicatramite I'enzimapepcarbossilasiAvviene solo in piante e batteri e
occorre HC@
La GLUCONEOGENESI:
- avviene nel fegato; corticale del rene (muscolo)
- i substrati sono: lattai@g glicerolg acidi grass{no x mammiferi)
- dalpiruvato > ossalacetatdramite lapiruvatocarbossilasi
- dallOAA->PEP tramite lapepcarbossikinasi
- ... (=adlicolisi)
- daF1,6BP>F6P tramite lafruttosio-1,6-bisfosfatasi
daG6P->G tramite laglucosio6fosfatasi
La CATENA di TRASPORTO degli ELETTRONI :
- sistema >trasferire e- dal NADH al CoQNVADH-Q riduttas)
- sistema II=>in flavoproteine: trasferire e- da FARIE Q
- sistema llI->cytocromo-riduttas® cytocromo C
- sistema IV->cytocromo ossidasgli e- arrivano sull'Q
- produrre ATP da ADP + Pi
- il trasporto di e- avviene sulla cresta mitocondriale
- i sistemi sono complessi proteici che permettono sipoato di e-
- iltrasporto di e- € secondo gradiente elettrochimico esbérgonico
- nel sistema 1 e 2centri Ferro — zolfo
- i citocromi sono una classe di proteine che trasporamocontengono un gruppo EME
RAPPORTO P/O =ATP formato/Q consumato
La SINTESI di ATP:
Le creste mitocondriali sono ricche di sfere sporgenti
Nella membrana interna:
- vescicole inside — out
- consumo di @
- ATP form
Dalle vescicole & possibile misurare il consumo ge@a formazione di ATP.
Se si prelevano le vescicole e si staccano le s#er¥ét vescicole trasportano elettroni mentre le
sferette sono capaci di idrolizzare ATP se isolatesieretta FATP-sintetasi solo se accoppiata
alla vescicola.
Teoria chemiosmotica accoppiamento tra la sintesi di ATP e il traspadicelettroni; non puo
esserci trasporto di elettroni (quindi consumo g)i €& non c’é la sintesi di ATP e viceversa.




ESPERIMENTO 1si preaparano dei mitocondri e in funzione del tempuisirra la quantita di O
consumata per cui deve essere dato un substrato tespir&e i mitocondri recuperano I'ossigeno
(linea in discesa) altrimenti una linea orizzontale.dlre al glutammato forniamo ADP + Pi, la
linea scende rapidamente; quando 'ADP finisce 'andameaitenta. Se non s’@ ATP il consumo
di O, & molto lento.

ESPERIMENTO 2 anziché aggiungere ADP si aggiunge il DINITROFENOLDNE)->Il
consumo di @ procede rapidamente. Il DNF € un agente disaccoppiaesepara il consumo di
O, dalla produzione di ATP. | mitocondri se sono disaccdpg@nsumano 0Ssigeno ma non
producono ATP. L’enel liberata nel trasporto di elettroanei rilasciata.

I DNF permette di dissipare il gradiente protonico seriEaquesto passi nei complessefh.

- L’'accoppiamento serve per un grosso lavoro cellulaeeconsuma ATP e produce ADP. Se
ADP ¢é alto il trasporto di elettroni procede velocemeatesi pud formare molto
ATP->controllo respiratorio a livello di ADP.

- Attivita intensa->crolla ATP e aumenta ADP, stimola la respirazioakutare.

- Attivita lenta >poco ADP e quindi respirazione lenta; produce ATP soltesessario.




